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論 文 内 容 要 旨
GP125/CD98は,85kDaのheavychain(CD98hc)と40kDaの1ightchain(1c)がジスル フィ ド結合
した細胞表 面糖タ ンパ ク質で,休 止期の正常細胞で はほ とん ど発現 していないが,活 性 化 リンパ球や腸上
皮,皮 膚や 食道の扁平上皮基底層な どの増殖 の盛んな細胞,及 び検索 した全 ての癌細胞 で高発現 して いる
ことか ら,細 胞 の増殖や癌化,リ ンパ球活性化 に関連 した機能分子 である と推定 され る。 近年,数 種 類の
lc遺伝が クロー ン化 された結果,それ らは特異性 を異 にす るア ミノ酸 輸送 タ ンパク質群で あ り,CD98hcは
lcを細胞表面 に導 くキ ャ リァー として働 くことが示 された。 しか しなが ら,細 胞接着や イ ンテグ リンの活
性抑 制,細 胞 の凝集や融 合 に引き続 いて起 こる血液 幹細 胞 の分化や アポ トー シス誘導,細 胞 内Ca2+濃度
調節,細 胞 増殖や癌化等,現 在 までに報告 されて いるCD98の様 々な機能 を,ア ミノ酸輸送 との関連 だけ
で説 明す る ことは到底で きず,分 子 レベルでの メカニズム解 明にはCD98及び その隣接分子 を介 した細胞
内シグナル伝達 系の理解 が必要である と考え られる。
本研 究 で は細胞 の悪 性 化 にお け るCD98の役割 に焦点 を絞 り,CD981cと会 合 し得 な い変異 型 ラ ッ ト
CD98hcを発現す る トランス フェクタン トを用 いた解析 を行 うことで,CD98hc過剰発現 による細胞悪性化
にお けるlc・の役割 を解析 した。 この解析 に先立 ち,ラッ トCD98hcを発現す るマ ウス線維芽細胞 の内在性
マ ウスCD98hcタンパ ク質 の検 出系を確 立する 目的で,当 教室で作製 されたマ ウスCD98hcを認識す るモ
ノクローナル抗体(mab)の 最有 力候補 であるMB872の対 応抗原及び種族特異的反応性 を明 らか に した。
更 にシグナル伝達 系の解 明を 目的 とし,ヒ トCD98hc隣接分子 に対す るmAbの 作製 と認識抗原 の解析,
同定 を行 った。
(1)MB872mAbがCD98heavychain(hc)を認識す ることの証 明
ラッ トCD98hcを発現す るマ ウス線維芽細胞 の内在性 マウスCD98hcタンパ ク質の検 出系 を確立す る 目
的で,当 教室 でマウス膀胱癌細胞MBC-B2に対 して作製された ラッ トmAbMB872対応抗原の 同定 を行 っ
た。 異種(ラ ッ ト)CD98hcタンパ ク質 を発現す るマ ウス トランス フェクタ ン トの性状解析 を行 う実験系
の特性 上,種 特異的反応性が重要で あるため,ヒ ト,ラ ッ ト,及 びマウス 由来 細胞 との反応性 を見 る以外
に,マ ウスCD98hcを安定 に発現す る ヒ ト肝癌細胞HepG2トランス フエクタン トを樹立 し,そ の反応特異
をFlowcytometryで解 析 した。その結果,MB872はマ ウス 由来細胞 と種族特異的 に反応す る こと,ま た
外 因性 のマ ウスCD98hcタンパ ク量依存的 にHepg2トラ ンスフ ェクタ ン トと反応す る ことか ら,MB872の
対応抗原 がマ ウスCD98hcである ことが証 明され た。更 に,MB872とは異なるエピ トープ を認識す る市販
の抗 マウスCD98hcmAbである αm4F2に比べ,MB872は効 率よ くマウスCD98hcを免疫沈降す ることか
ら,マ ウスCD98hcタンパ ク質の好感度検 出系 を確立 した と考 え られ た。
(2)野生型 及び変 異型 ラッ トCD98hc遺伝子 トランス フェクタン トの性状解析
当教室では これ までCD98の機能 を解 明す るため,マ ウスi線維芽細胞 にヒ トまたは ラッ トCD98hc遺伝
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子 を導入 した トランス フェクタン トを樹立 し,そ の表現系 を解析 して きた。そ の結果,過 剰発現 したラ ッ
トCD98hcタンパ ク質は内在性のマウスlcと結合 し,軟寒天 中コロニー形成や ヌー ドマ ウスで の腫瘍形成
な どの悪性形質 を示 した。 しか しなが ら,こ の悪性形質がCD98hc過剰発現 のみ によって 引き起 こされ る
のか,あるいは外 因性 ラ ッ トCD98hcと内在性 のマウスlcとの結合が必要な のかは不 明で ある。 このよう
な背景か ら,ラ ッ トCD98hcタンパ ク質の103番目と325番目に存在す るシステイ ン残基 をセ リン残基 に変
換す る ことでlcとの会合が不能 になる変異型CD98hcをマウス線維 芽細胞Balb3T3に導入 し,その表現型
野 生型 トランス フェクタン ト,対 照 トラ ンス フェクタ ン トと比較す る ことで,CD98hc過剰発現 による細
胞悪性化 にお けるlcの役割,及 びlcとの結合 を担 うCD98hcのシステイ ン残基 の位 置 を解析 した。 とこ
ろで,CD98hcを全 く発現 しない細胞 は存在 しな いた め,内 在性 と外 因性 のCD98hcの量的関係が遺伝子
導入 と表現 形の相関 を解釈す る上で重要 になって くる。そ こで特異的反応性 を決定 した抗マ ウスCD98hc
mAbのMB872,及び抗 ラッ トCD98hcmAbであるB3を用 い,内 在性及び外因性CD98hcの発現量 を別
個 に解析す る ことで,CD98発現 量の変動 に伴 う細胞 悪性化 現象 の詳細 を明 らか にした。そ の結果,1)変
異型 ラッ トCD98hcタンパ ク質 は野 生型 同様 に細胞表面 に発現す る こと,2)そ の発現 量は内在性マ ウネ
CD98hcと同程 度 で あ る こ と,3)外 因性 ラ ッ トCD98hcタンパ ク質 の強 制 発現 によ る 内在 性 マ ウス
CD98hcの発現量 の変動は ない こと,4)103番目のシステイ ン残基が変換された変異タ ンパ ク質は内在性
のマ ウス1cと結合 しない こと,す なわ ち,ラ ッ トCD98hcタンパ ク質の103番目のシステイ ン残基 がlcと
の結合 を担 って いることが明 らか とな った。更 にこの103番目変異型 トランスフェクタ ン トは野生型でみ ら
れ た軟寒 天 中 コロニー 形成 や ヌー ドマ ウス にお ける造腫 瘍性 等 の悪性 形質 を示 さなか った ことか ら,
CD98hcタンパ ク質 の高発現 による細胞悪性化 にはlcの会合が不可欠で あることが明 らか にな った。
(3)ヒトCD98隣接分子の解析
CD98のシグナル伝達系の解明を目的とし,mAbを用いて,CD98近傍で機能することが予想される未知
分子の同定を試みた。ヒト癌細胞を免疫原として樹立したハイブ リドー マ分泌抗体を,標識抗 ヒトCD98hc
mAbを用いたサ ンドイッチELISA系にてスクリーニングすることで,2種類のIgMmAb,1F6と4B10
を選別 した。両抗体は,F一アクチンと局在を共にする細胞骨格系タンパク質を認識することが間接蛍光抗
体法によ り判明し,Westernblot,ELISA,2次元電気泳動によ り,これらmAbが トロポミオシン分子
種を認識することが証明された。抗CD98mAbと1F6,4B10両抗体を用いた癌細胞の二重染色 と共焦点
レーザー顕微鏡解析から,細胞同士が密に接している状況下でCD98hcとトロポミオシンが細胞 一細胞間
の接着部位で局在 を共にすることが示された。また免疫組織染色により,両タンパク質が細胞増殖が盛ん
な扁平上皮基底層が共存 していることが観察された。細胞骨格系 トロポミオシンはアクチンフィラメント
結合タンパク質群に属し,細胞運動,オ ルガネラやクロモソームの移動,細 胞形態に関与 していると言わ
れている。細胞の悪性形質転換に際し,ア クチンフィラメン ト重合度の減少が しば しば観察されるが,こ
れは主に トロポミオシンをはじめとするアクチン結合タンパク質の質的,あ るいは量的な変動のため起こ
ると言われており,ト ロポミオシンは細胞の悪性形質転換に抑制的に作用することが報告されている。
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以上のように,野 生型及び変異型ラットCD98hcを導入 した トランスフェクタントを用いた解析から,
CD98が細胞悪性化に関与すること,及び悪性形質発現にはlcが不可欠であることが示された。 しかし,
細胞悪性化にアミノ酸 トランスポーターとしてのICが必要であるのか,細胞悪性化に直接関与する未知IC
が存在するのか,ま たは野生型CD98が持つアミノ酸輸送以外の未知なる機能をもって細胞が悪性化 した
のかは,未 だ不明である。アミノ酸輸送以外の未知なる機能をもって細胞が悪性化 したのかは,未 だ不明
である。アミノ酸補給も細胞癌化に必要な一つの因子であると考えられるが,細 胞接着や凝集,融 合,イ
ンテグリンの活性化等,ア ミノ酸輸送だけでは説明がつかないCD98の機能 も多いことか ら,これ らの機
能発現に関与する既知または未知の隣接分子が存在する可能性も十分ありうる。例えば,CD98はhcに隣
接する未知分子が 正cと機能的に協調することによ り機能を発揮 し,hcはその活性を総合的に制御する因
子である,などの可能性が考え られる。また本研究でCD98隣接分子として トロポミオシンを同定したが,
細胞が悪性化する過程で,ト ロポミオシンが細胞骨格を部分的に変化させることによ り細胞形態を変化さ
せる,など機能協調が考えられる。更に,細胞染色や組織染色の結果から,CD98とトロポミオシンの結合
は恒常的ではなく,ある特定の組織や,細 胞が織 りなす特定の局面で一過性に相互作用し,機能を発揮し
ている可能性等が考えられる。CD98が示す多様な生物学的機能は,CD98の近傍に存在する様々な隣接分
子が機能を分担 し,様々な状況ごとにCD98と相互作用 して機能を発揮することにより示されるのかもし
れないので,今 後,更 に詳細な分子相互作用の検討が望まれる。
一98一
審 査 結 果 の 要 旨
GP125/CD98は,85kDaのheavychain(HC)と40kDaの1igthchain(LC)がジスル フィ ド結合 した
ヘ テロダイマー で,癌 細胞や活性化 リンパ球 な どで高発 現 してい ることか ら,細 胞癌化や リンパ球活性化
にお いて重要 な機能 を果 た している と考 え られてきた。 近年,数 種類 のLC遺 伝子が クロー ン化 され,LC
は特異性 を異 にす るアミノ酸輸送 タンパ ク質群で あ り,HCは そのキ ャリアー として働 くことが示 され た。
しか しなが ら,ア ミノ酸輸送以外のCD98の機能は不明であ ることか ら,本研 究は細胞癌化 に焦点 を絞 り,
CD98HCとLC及 びCD98隣接分子 との関連 につ いて解析 を行 ったものである。
ラッ トCD98HC遺伝子 をマ ウスの細胞 に過剰発現 した トラ ンス フェクタン トの細胞悪性化 におけ る内
在性 のマ ウスLCの 役割解析す るために,HCの2つ の シス テイ ンのそれぞれ の一 つ,及 び両者 をセ リン
に変換 した変異型 ラッ トHC遺 伝子(C103S,C325S,103/325)を導入 した トランス フェクタ ン トを樹立 し
た。
まず,ト ランス フェクタ ン トの内因性マ ウスHCと 外 因性 ラッ トHCと 区別 して検 出す るた めにMB872
モ ノク ローナル抗体がマ ウスHCを 特異的 に認識す る ことを認識 し,抗 マ ウスCD98HCmAbと抗 ラッ ト
CD98HCmAbを用 いて解析す る ことによ り,CD98トランス フェクタ ン トが対照 の細胞 の2倍 程度のHC
タ ンパ ク質 を発現 している こと,HCは103番目のシステイ ン残基でLCと 結合 している ことを明 らか にし
た。更 に,野 生型 とC325Sトランス フェクタ ン トで観察 された軟寒天 中でのコロニー 形成,ヌ ー ドマ ウス
で の造腫 瘍性は,LCと 共有結合 できな い変異型HC(C103S,103/325)トランス フ ェク タン トでは観 察
されず,HCとLCの 結合が細胞悪性化 に不可 欠である ことを示 した6
また,CD98トランス フ ェクタ ン ト間 で ロイ シ ンや アル ギニ ンな どのアミ ノ酸 取 り込 み能 に差は な く,
HCに よる細胞悪性化 はア ミ・ノ酸 輸送機 能 とは独立 した現象で あることを明 らか に した。
次 に,CD98のシグナル伝達系 を解析す るため,隣 接分子 の探索 を行 った。 ヒ ト癌細胞 を免疫原 として,
ヒ トCDHCmAbを 用 いたサ ン ドイ ッチELISA法 によるスク リーニ ングで隣接分子 を認識 す る2種 類 の
mAbを 得 た。、これ らmAbは 細 胞 骨 格 系 タ ンパ クのtropomyosin(TM)を認識 す る こ と,ま た,抗
CD98mAbと抗TMmAbを 用 いた解析 か ら,CD98とTMは 細胞間接着部位 の細胞膜近傍 で局在 が一致 す
る ことを示 し,CD98と細胞骨格系が細胞 間接着部位で相互作 用する ことを明 らか にした。
以上,本 研究 によ り,CD98HC遺伝 子導入 による細胞悪性化 にはCD98LCとの結合 が必須で ある こと
が証明 され,CD98隣接分子 と して トロポミオシ ンが同定 された ことによ り,CD98の細胞悪性化 における
役割 の解析が大 き く進展 した。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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